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微生物 合 氨 酰 胺 转氨酶 催化 细胞 色素 C 赖 氨 酸 残 基 
的 定点 修饰 
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摘 要 :研究 微生物 谷 气 酰胺 转氨酶 (mTG) 催化 细胞 色素 C (CytC) 的 PEG 定点 修饰 的 可 行 性 ， 并 优化 
修饰 条 件 ， 研 究 PEG 修饰 对 Cyt C 性 质 的 影响 。 将 单 甲 氧 基 聚 乙 二 酵 气 (mPEG-NH2) 5 N-F ARK-S 
气 酰 胺 - 甘 乞 酸 (CBZ-QG) 共 价 结合 制备 含 谷 氨 酰胺 残 基 的 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 衍生 物 (N-FARRA-CAM 
胺 - 甘 氛 酰 - 单 甲 气 基 聚 己 二 醇 ，CBZ-QG-mPEG); mTG 4 41 #246 mPEG-NH2, CBZ-QG-mPEG (mTG) 修 
th Cyt C， 研 究 酶 法 定点 修饰 Cyt C 残 基 的 可 行 性 ; 改变 酶 的 用 量 、 温 度 、 反 应 时 间 和 pH 值 等 反应 条 件 优 
化 谷 胺 酰胺 转 氛 酶 催化 修饰 Cyt C 的 条 件 。 研 究 结 果 表 明 : (1) mPEG-NH2 不 能 作为 mTG 的 底 物 修饰 
Cyt C， 甲 氧 基 聚 己 二 醇 氛 (mPEG-NH2) 分 子 上 引入 谷 氨 酰胺 残 基 后 ， 在 mTG 的 催化 作用 下 了 实现 Cyt C 
的 PEG 修饰 ， 而 且 基 于 mTG 的 底 物 特异 性 实现 了 PEG 定点 修饰 Cyt C ARAA; (2) 37°C 温度 下 ， 
pH 值 8.0 的 溶液 中 ，1 mg/mL 的 mTG 催化 修饰 反应 2h 是 最 佳 修 饰 反 应 条 件 ; (3) 化 学 法 PEG 修饰 Cyt C 
产物 复杂 ， 是 多 种 多 点 修饰 产物 的 混合 物 ， 酶 法 催化 PEG 修饰 Cyt C 只 产生 单一 产物 ; (4) 与 天 然 Cyt C 
相 比 ， 修 饰 后 Cyt C 的 活力 、 稳 定性 都 有 所 提高 。 本 研究 提出 的 谷 胺 酰胺 转 胺 酶 众 化 修饰 法 解决 了 蛋白 质 
Lys 残 基 难以 定点 修饰 的 难题 ， 拓 展 了 ImTG 在 蛋白 质 修 饰 方面 的 应 用 。 
关键 词 : 谷 胺 酰胺 转氨酶 ， 细 胞 色素 C， 定点 修饰 
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Abstract: Experiments were carried out to investigate the possibilities of site specific PEGylation of therapeutic 
proteins (cytochrome c, Cyt C) catalyzed by mTG. Then reaction conditions were optimized and the properties of 
the PEGylated Cyt C were explored. CBZ-QG-mPEG was successfully synthesized by introducing CBZ-QG into 
methoxypolyethylene glycol amine (mPEG-NH)2) and could act as the acyl donor of mTG. The possibilities of 
mPEG-NR: acting as an amino donor or CBZ-QG-mPEG acting as an acyl donor to modify Cyt C catalyzed by 
mTG were investigated. CBZ-QG-mPEG was coupled to the specific Lys residue of Cyt C catalyzed by mTG. The 
optimized PEGylation conditions were as follows: 37°C, pH 8.0, mTG 1.0 mg/mL, reaction time 2h. The 
PEGylated Cyt C exhibited better thermal stability and pH stability than the native Cyt C. Only one specific Lys 
residue of Cyt C was PEGylated catalyzed by mTG, while several Lys residues of cyt C were conjugated with 


mPEG-SPA by using the chemical method, which leading to the heterogeneity of the derivatives. The prominent 
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advantage of mTG-mediated catalysis is its high site specificity and thus homogeneity. Here, the mTG-mediated 
PEGylation of proteins at the level of lysine (Lys) residues was developed, which overcome the random 
modification of Lys residues by the chemical method and was expected to be generally applied to protein 


modification. 


细胞 色素 C (Cytochrome C， 简 称 Cyt C) se — Pr ERI NATE AS EE, IZ FEET 
SAA A BOLE, EB AEE Ae, YEA, FESS Cyt C 用 
TARRAA BAER A S| EA ZAR el, Oe. HERZ Pee. TELE. 
严重 休克 缺 氧 、 麻 醇 及 肺 部 疾病 引起 的 呼吸 困难 、 高 山 缺 氧 、 脑 缺 氧 、 心 脏 疾 病 引 起 的 缺 氧 
等 。 但 是 ，Cyt C 一般 从 动物 的 心脏 中 分 离 ， 作 为 药物 注射 到 身体 中 会 引起 人 的 免疫 反应 ， 如 
局 部 痉挛 、 上 皮疹、 发 热 、 口 渴 及 暂时 性 休克 等 反应 。PEG 修饰 蛋白 质 药 物 是 降低 蛋白 质 药 物 
过 敏 反 应 最 常用 最 有 效 的 方法 之 一 。 另 外 ，Cyt C 在 体外 也 是 一 种 非常 好 的 生物 催化 剂 ， 可 以 
催化 多 种 反应 ， 如 羟 化 反应 和 芳香 族 化 合 物 的 氧化 反应 等 站。 将 Cyt C 进行 PEG 修饰 后 ，Cyt 
C 的 活性 中 心 会 发 生变 化 ， 催 化 特性 也 随 之 发 生变 化 。PEG 修饰 的 Cyt C 能 够 催化 20 种 芳香 
族 化 合 物 中 的 17 种 发 生 氧 化 反应 ， 而 未 修饰 的 Cyt C 只 能 催化 其 中 8 种 发 生 氧 化 反应 说 。 总 
Z, PEG 修饰 Cyt C 能 够 消除 其 作为 药物 在 体内 引起 的 免疫 反应 ， 能 够 改变 其 作为 催化 剂 在 
体外 的 催化 特性 。 

PEG 修饰 蛋白 质 分 子 通 常 采 用 化 学 反应 法 修饰 多 肽 链 中 的 赖 氨 酸 (Lys) 残 基 。 然 而 化 学 
修饰 法 通常 修饰 重 白质 分 子 中 的 多 个 Lys 残 基 ， 产 生 多 种 不 定点 随机 修饰 产物 和 多 点 修饰 产 
物 等 多 种 产物 的 混合 物 ， 导 致 产物 的 不 均一 性 和 活性 的 降低 B。 克 服 这 个 问题 的 方法 之 一 是 
采用 酶 催化 法 定点 修饰 蛋白 质 分 子 和 由。 和 谷 氮 酰 胺 转氨酶 催化 定点 修饰 蛋白 质 分 子 是 近年 来 的 
研究 热点 。 

谷 胺 酰胺 转氨酶 (EC2.3.1.13，Transglutaminases， 简 称 TG) 是 一 种 催化 酰基 转移 的 酶 ， 
CREME AEP A UK (Gln) 残 基 的 y- 羧 酰胺 基 〈 酰 基 供 体 ) 与 氨基 供 体 (酰基 受 体 ) 
之 间 进 行 酰基 转移 形成 异 肽 键 ， 其 中 氨基 供 体 可 以 是 一 系列 伯 氨 基 化 合 物 ， 也 可 以 是 肽 链 中 
赖 氨 酸 残 基 的 g- 氨 基 上 ,9。 因 此 ，TG 可 以 用 于 和 蛋白质 的 修饰 或 者 交 联 ， 在 医药 、 纺 织 、 食 品 
生产 中 具有 广泛 的 应 用 四。 最 早 商 品 化 的 TG 是 来 源 于 动物 的 ， 其 活性 需要 依赖 钙 离 子 参与 ， 
来 源 稀少 ， 分 离 纯 化 过 程 复 杂 。 发 酵 法 生产 的 微生物 来 源 的 谷 氨 酰胺 转氨酶 (microbial 
transglutaminases， 简 称 mTG) 来 源 广泛 ， 其 活性 不 依赖 钙 离 子 ， 产 量 高 ， 底 物 特异 性 强 ， 
此 在 实践 中 广泛 应 用 的 是 微生物 来 源 的 谷 氨 酰胺 转氨酶 久 。 

和 蛋白质 分 子 中 的 Gln 残 基 和 Lys 残 基 都 是 mTG 潜在 的 修饰 位 点 。 本 研究 〈1) 首先 在 单 
甲 氧 基 聚 乙 二 醇 氨 (mPEG-NH2) 分 子 上 引入 Gln 残 基 制备 N- RRE- A A- 
甲 氧 基 聚 乙 二 醇 (CBZ-QG-mPEG )， 然 后 利用 mTG 分 别 催 化 Cyt C 和 mPEG-NH2 (氨基 供 
th). Cyt C 和 CBZ-QG-mPEG (酰基 供 体 ) 反 应， 并 检测 mTG 催化 mPEG-NH2 或 CBZ-QG- 
mPEG 修饰 Cyt C 的 可 行 性 。(2) 优化 谷 胺 酰胺 转氨酶 众 化 修饰 Cyt C 的 反应 条 件 。(4) 比较 
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酶 法 和 化 学 法 修饰 Cyt C 的 反应 结果 。 (S) 最 后 探讨 了 PEG 修饰 后 的 Cyt C 的 性 质 。 本 研究 
能 提出 的 谷 胺 酰胺 转氨酶 催化 修饰 法 解决 了 和 蛋白质 Lys 残 基 难以 定点 修饰 的 难题 ， 也 拓展 了 
mTG 在 香 白 质 修饰 方面 的 应 用 。 


1. 材料 与 方法 
1.1 主要 试剂 

谷 腕 酰胺 转氨酶 ， 由 江苏 一 鸭 生 物 股份 有 限 公 司 赠送 ; 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 所 (mPEG- 
NH2， 分 子 量 5000)， 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 丙 酰 琥珀 酰 亚 胺 (mPEG-SPA， 分 子 量 5000)， 购 自 
厦门 赛 诺 邦 格 生物 科技 有 限 公 司 ;细胞 色素 C〈 猪 心 ，Cyt C)，1- 乙 基 -(3- 二 甲 基 毛 基 两 基 ) 碳 
酰 二 亚 胺 盐酸 盐 (CDC)， 购 自 苏 州 亚 科 科技 股份 有 限 公 司 ; N-R AAE -A A -H AR 

CCarboxybenzyl-glutaminyl-glycine，CBZ-QG)，L- 谷 氨 酸 -y- 羟 且 酸 ， 还 原型 谷 胱 甘 肽 等 试 

剂 均 购 自 Sigma-Aldrich 公司 ; HA, JAA Alfa Aesar 公司 ;Nm 羟基 琥珀 酰 亚 胺 CNHS )， 
3,3,5,5 -四 甲 基 联 葵 胺 盐酸 盐 (TMB) 购 自 Aladdin 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 六 葵 氧 痰 基 - 谷 氛 酰 胺 - 甘 氛 酰 - 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 CCBZ-QG-mPEG) 的 制备 

参照 参考 文献 [9] 的 方法 制备 。169 mg CBZ-QG, 58 mg NHS 和 93 mg EDC 溶解 于 2 mL 
二 甲 亚 硕 ， 在 室温 中 磁力 搅拌 24 h。 将 25 mg mPEG-NH2 溶解 于 1 mL 硼酸 缓冲 溶液 (pH9.0, 
0.1M) 中 ， 并 与 上 述 二 甲 亚 砚 反应 液 混 合 ， 继 续 在 室温 中 磁力 搅拌 24 h。 反 应 完成 后 ， 溶 液 
加 水 稀释 至 12 mL， 用 超 滤 离心 管 (Millipore, Amicon® Ultra-4， 截 留 分 子 量 3K) 进行 超 滤 
浓缩 以 除去 反应 液 中 剩余 的 CBZ-QG, EDC, NHS 和 DMSO。 反 复 超 滤 离 心 ， 最 后 将 超 滤 浓 
缩 液 冷冻 干燥 。 
1.2.2 mTG 催化 mPEG-NH2 或 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 的 可 行 性 研究 

分 别 为 Cyt C 提供 mPEG-NH2 (Ze FES) 和 CBZ-QG-mPEG (酰基 供 体 )， 检 测 mTG 
催化 mPEG-NH? 修饰 Cyt C 谷 氨 酰胺 残 基 或 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 赖 氨 酸 残 基 的 可 行 性 。 

mTG 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 方法 : 4 mg/mL 的 Cyt C 溶液 25 uL 5 15 mg/mL 的 
CBZ-QG-mPEG 溶液 (0.05 M, pH 8.0 Tris-HCl 缓冲 液 ) 75uL 混合 均匀 ， 加 入 100 pL1 
mg/mL 的 mTG 溶液 启动 反应 。 在 37°C AKI, RM 2h 后 ， 取 样 SOUL, JHA 50 pL 的 2xSDS 
loading buffer 沸水 浴 3min， 进 行 SDS-PAGE， 电 泳 结束 后 ， 考 马 斯 亮 蓝 染色 ， 脱 色 后 采用 
Bio-Rad Gel Doc XR + 凝 胶 成 像 系统 对 凝 胶 进行 拍照 、 分 析 。 

mTG 催化 mPEG-NH2 修饰 Cyt C 方法 同上 ， 用 15 mg/mL 的 mPEG-NH2 洲 液 代替 CBZ- 
QG-mPEG 溶液 即 可 。 
1.2.3 mTG 催化 修饰 Cyt C 条 件 的 优化 

在 可 行 性 研究 的 基础 上 ， 进 一 步 研究 mTG 浓度 、 温 度 、 反 应 时 间 、pH 值 对 修饰 反应 的 
影响 ， 优 化 mTG 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 的 反应 条 件 。 
1.2.3.1 mTG 浓度 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 
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按照 1.2.2 的 方法 ， 分 别 用 1.0. 2.0. 4.0. 8.0. 12.0 mg/mL 的 mTG 溶液 (mTG 在 反应 
体系 中 的 终 浓度 分 别 为 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0 mg/mL) 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C, 
pH8.0, 37°C 下 反应 2 h， 取 样 进行 SDS-PAGE 分 析 。 
1.2.3.2 温度 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 

按照 1.2.2 的 方法 ， 分 别 在 17°C, 27°C, 37°C, 47°C 进行 修饰 反应 ， 其 余 条 件 不 变 ， 反 
应 2h 后， 取样 进行 SDS-PAGE 分 析 。 
1.2.3.3 反应 时 间 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 

按照 1.2.2 的 方法 ， 在 37°C 下 修饰 反应 10 min, 20min. 40min, 1h, 2h, 4h)a, HA 
条 件 不 变 ， 分 别 取 样 进行 SDS-PAGE 分 析 。 
1.2.3.4 pH 值 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 

分 别 在 pH4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 的 缓冲 溶液 中 ，37°C 下 ， 其 余 条 件 不 变 ， 修 饰 反 
应 2h 后， 取样 进 行 SDS-PAGE 分 析 。 
1.2.4 化 学 法 PEG 修饰 Cyt C 

化 学 法 PEG 修饰 细胞 色素 C 采用 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 -琥珀 酰 亚 腕 基 丙 酸 酯 (mPEG-SPA) 
作为 活化 的 修饰 剂 。 取 100 pL 2 mg/mL 的 Cyt C 溶液 (0.2 M 硼酸 盐 缓 冲 液 ，pH 8.0) 与 100 
uL 0.225% (w/v) mPEG-SPA 溶液 《0.2 M MREZI, pH 8.0) W4. 3PC 反应 2h 后 ， 加 
入 100 pL 甘氨酸 溶液 (20 mg/mL) 终止 反应 。 取 样 50 uL, JHA 50 uL 的 2xSDS loading 
buffer， 进 行 SDS-PAGE. 
1.2.5 PEG 修饰 Cyt C 的 分 离 

利用 Bio-Rad 蛋白 层 析 系统 NGC chromatography system 以 及 ENrich™ SEC 70 柱 对 修饰 
产物 进行 分 离 。 样 品 经 0.45 hm 针 式 过 滤器 过 滤 ， 进 样 量 为 1 mL。 使 用 pH6.0，0.05M fy Be 
酸 盐 缓冲 液 ， 以 1 mL/min 的 流速 进行 洗 胶 ， 每 支 试管 收集 1 mL 洗 脱 液 。 
1.2.6 Cyt C 及 PEG 修饰 Cyt C 活力 的 测定 

参照 参考 文献 [3] 的 方法 ， 稍 加 调整 ， 进 行 活力 测定 。 以 过 氧化 所 和 TMB 为 底 物 配制 底 
物 显 色 液 〈 含 0.04% 的 过 氧化 氧 和 0.14 mg/mL 的 TMB， 现 配 现 用 )。 底 物 显 色 液 在 37°C KYB 
预 热 5 min, PA 100 pL 25 pg/mL 的 待 测 细胞 色素 C 溶液 。 反 应 Smin 后 ， 每 管 加 2 mL 的 
2M 硫酸 溶液 终止 反应 ， 测 定 OD4som 的 数值 。 空 白 对 照 为 细胞 色素 C 溶液 先 加 入 2M 硫酸 溶 
液 失 活 ， 再 加 入 底 物 显 色 液 。 

细胞 色素 C 活力 的 定义 : 在 特定 催化 条 件 下 ， 使 OD 值 变化 0.001 的 酶 量 为 一 个 酶 活力 
单位 。 
1.2.7 Cyt C 及 PEG 修饰 Cyt C 热 稳 定性 和 酸 碱 稳定 性 的 测定 

Cyt C 分 别 在 pH 值 4.0-10.0 的 缓冲 溶液 中 放置 3h 后 ， 于 37 C 下 测定 活力 。 另 取 新 配制 
的 CytC 测 定 活力 作为 初始 酶 活力 。 以 初始 活力 为 标准 ， 作 为 100%， 经 缓冲 溶液 处 理 过 的 酶 
活力 值 与 其 相 比 计算 残留 活力 ， 反 映 Cyt C 的 酸 碱 稳 定性 。 

Cyt C 溶液 分 别 在 17-67'C 各 温度 下 放置 3h 后 ， 于 37 'C 下 测定 活力 。 男 取 新 配制 的 Cyt 
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C 测 定 活 力作 为 初始 酶 活力 。 以 初始 活力 为 标准 ， 作 为 100%， 经 缓冲 溶液 处 理 过 的 酶 活力 值 
与 其 相 比 计算 残留 活力 ， 反 映 Cyt C 的 热 稳定 性 。 


2. 结 果 与 讨论 
2.1 mTG 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 的 可 行 性 
Cyt C 分 子 中 含有 3 Gln 残 基 和 18 个 Lys PRIL, ixte Gln 残 基 和 Lys 残 基 都 是 mTG 
潜在 的 修饰 位 点 。 在 mTG 的 反应 体系 中 ， 分 别 为 Cyt C 提供 mPEG-NH2 〈 氮 基 供 体 ) 和 
CBZ-QG-mPEG 〈 酰 基 供 体 )， 检 测 mTG #244 mPEG-NH2 或 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 的 可 
行 性 。mTG 在 37°C, pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲 液 中 分 别 催化 CBZ-QG-mPEG 、mPEG-NH2 和 
Cyt C 的 修饰 反应 2h。 反 应 结果 用 SDS-PAGE 进行 分 析 ， 结 果 如 图 1 所 示 。 
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图 1 mTG 催 化 CBZ-QGCmPEGC 修 饰 Cyf CAYSDS-PA GES} 4 
Figure 1. Image of the SDS-PAGE for the coupling CBZ-QG-mPEG to Cyt C catalyzed by mTG. Lane 1: molecular 
weight marker. 2: mTG, 1.0 mg/mL. 3: Cyt C, 4 mg/mL. 4: Cyt C 0.5 mg/mL+ mTG 0.5 mg/mL. 5: Cyt C 0.5 mg/mL 
+ mTG 0.5 mg/mML+MPEG-NH2 5.6 mg/mL. 6: Cyt C 0.5 mg/mL +CBZ-QG-mPEG 5.6 mg/mL. 7: Cyt C 0.5 mg/mL 
+CBZ-QG-mPEG 5.6 mg/mL + mTG 0.5 mg/mL, 370C, 2h. 
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MA 1 可 以 看 出 ，mTG 的 分 子 量 约 为 38.0 kDa (Lane 2), Cyt C 的 分 子 量 约 为 13.4 kDa 
(Lane 3). Lane 4 中 无 新 的 电泳 条 带 出 现 ， 说 明 mTG 不 能 催化 Cyt C 分 子 自 身 聚 合 。Lane 5 
中 也 没有 新 的 电泳 条 带 产生 ， 说 明 mTG 不 能 催化 mPEG-NH2 修饰 CytC， 即 Cyt C 中 3 个 的 
Gln 残 基 均 不 符合 mTG 的 催化 条 件 。Lane 6 中 没有 新 的 电泳 条 带 产 生 ， 说 明 在 没有 mTG H 
化 时 Cyt C 和 CBZ-QG-mPEG 不 能 自动 发 生 反 应 。Lane7 中 ， 在 mTG 和 CBZ-QG-mPEG 同 
时 存在 时 ， 新 的 电泳 条 带 产生 ， 表 明 mTG 可 以 催化 CBZ-QG-mPEG 《酰基 供 体 ) 修饰 Cyt C 
的 Lys 残 基 。 经 SDS-PAGE 凝 胶 成 像 系 统 分 析 ， 新 的 修饰 产物 分 子 量 约 为 24.0 kDa， 这 个 分 
子 量 相当 于 Cyt C 本 身 的 分 子 量 (13.4kDa) 加 上 CBZ-QG-mPEG ( 约 5.3 kDa) 分 子 量 的 两 倍 ， 
这 个 结果 说 明 在 mTG 的 催化 作用 下 CBZ-QG-mPEG 以 1:1 的 比例 修饰 Cyt C 分 子 。 通 常 ， 
PEG 修饰 蛋白 质 之 后 分 子 量 的 增加 值 远 远大 于 PEG 本 身 的 分 子 量 ， 这 是 因为 PEG 分 子 中 每 
个 乙 氧 基 会 结合 2-3 个 水 分 子 导 致 PEG 水 化 物 的 水 动力 学 半径 增 大 向 。 因 此 ，PEG 修饰 的 蛋 
白 分 子 在 电泳 中 表现 出 来 的 分 子 量 远大 于 和 蛋白质 分 子 量 和 PEG 分 子 量 的 和 ， 一 般 相 当 于 蛋白 
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质 分 子 量 与 大 约 2.5 倍 PEG 分 子 量 的 和 。 Scaramuzza 和 Caliceti 等 也 分 别 报道 了 PEG 修饰 蛋 
白质 时 相似 的 试验 结果 中 习 。 
蛋白 质 分 子 中 Gln 或 Lys 残 基 所 在 的 空间 构象 和 邻近 的 氨基 酸 残 基 决 定 了 mTG 的 底 物 特 
异性 。 能 够 被 mTG 修饰 的 Gln 或 Lys 残 基 必 需 位 于 高 度 柔 性 的 多 肽 链 区 域 ， 而 且 必需 完全 暴 
露 在 溶剂 中 路 均 。Cyt C 分 子 中 含有 3 个 Gln 残 基 和 18 个 Lys 残 基 。Gln13 和 Gln17 位 于 肽 链 
中 的 刚性 区 域 ， 无 其 是 Gln17 还 被 包 埋 在 Cyt C 分 子 内 部 。Gln43 虽然 位 于 肽 链 的 无 规则 区 域 ， 
但 是 邻近 的 Pro45 降低 了 肽 链 的 和 柔性， 阻碍 了 mTG 对 Gln43 的 结合 。 因 此 3 个 Gln 残 基 都 不 
能 作为 mTG 选择 性 修饰 的 位 点 。 

根据 mTG 对 Lys 残 基 的 选择 性 ，18 个 Lys 残 基 中 只 有 四 个 位 于 肽 链 的 柔性 区 域 ， 是 潜在 
的 修饰 位 点 ， 即 Lys23, Lys26, Lys28 和 Lys40 。 这 四 个 Lys 残 基 邻近 的 氮 基 酸 残 基 将 决定 
mTG 的 特异 选择 性 。 与 Lys23 相 邻 的 Glu22 残 基带 有 人 负电 荷 ， 会 降低 mTG 对 Lys23 的 选择 
性 ， 因 为 mTG 活性 中 心 也 带 有 负电 荷 ， 因 为 静电 排斥 作用 而 不 能 与 Lys23 REZ AUS, 
Lys40 位 于 肽 链 的 无 规则 区 域 ， 但 是 没有 完全 暴露 在 溶剂 中 ， 而 不 容易 被 mTG 结合 。Lys26 
和 Lys28 均 位 于 肽 链 的 柔性 区 域 而 且 完全 暴露 在 溶液 中 ，Lys26 的 亲 水 性 高 于 Lys28。 综 上 分 
析 ，Lys26 是 Cyt C 肽 链 中 最 有 可 能 被 mTG 修饰 的 位 点 。 
2.2 mTG 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 条 件 的 优化 

温度 、mTG 用 量 、 反 应 时 间 等 条 件 都 会 影响 酶 催化 反应 的 效率 ， 对 反应 条 件 进 行 优 化 ， 
提高 修饰 效率 。 
2.2.1 酶 的 用 量 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 

分 别 用 0.5、1、2、4、6 mg/mL mTG 催化 修饰 反应 ， 研 究 酶 的 用 量 对 修饰 反应 的 影响 ， 
结果 如 图 2 所 示 。 
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图 2 酶 的 用 量 对 mTC 催 化 Cyt C 修 饰 的 影响 
Figure 2 Effects of concentration of mTG on the PEGylation of Cyt C catalyzed by mTG. Lane 1: molecular weight 
marker. 2: Cyt C, 4mg/mL. 3: MTG, 1.0 mg/mL. 4-8: Cyt C 0.5 mg/mL+ CBZ-QG-mPEG 5.6 mg/mL, reaction time 2 
h, temperature 370C, pH 8.0, mTG concentration 0.5, 1, 2, 4, 6 mg/mL, respectively. 


从 图 2 可 以 看 出 ， 随 着 mTG 用 量 增加 ， 修 饰 的 Cyt C 逐渐 增多 ，PEG 修饰 率 逐 渐 提 高 。 
但 在 本 研究 选择 的 mTG 用 量 范围 内 ， 酶 的 用 量 的 影响 不 是 非常 显著 。 因 此 ， 综 合 考虑 实验 成 
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本 和 转化 率 ， 选 择 mTG HEN 1 mg/mL. 
2.2.2 温度 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 


iu 


在 17°C. 、27°C . 37°C M 47°C 四 个 温度 下 进行 mTG 众 化 修饰 ， 


影响 ， 结 果 如 图 3 所 示 。 
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图 3 温度 对 mTG 众 化 Cyt C 修 饰 的 影响 
Figure 3 Effects of temperature on the PEGylation of Cyt C catalyzed by mTG. Lane 1: molecular weight marker. 
2: mTG, 1.0 mg/mL. 3: Cyt C, 4 mg/mL. 4-7: Cyt C 0.5 mg/mL+ mTG 1.0 mg/mL+ CBZ-QG-mPEG 5.6 mg/mL, 
reaction time 2 h, pH 8.0, temperature 17 OC , 270C, 370C, 47 oC, respectively. 


从 图 3 可 以 看 出 ， 温 度 对 mTG 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 有 显著 影响 。 随 温度 升 高 ， 


PEG 修饰 的 Cyt C 逐渐 增加 ， 剩 余 的 Cyt C 逐渐 减少 ; 


但 温度 升 高 到 47°C 时 ，mTG 催化 产生 


的 修饰 Cyt C 反而 减少 。 原 因 是 温度 过 低 ，mTG 的 活性 较 弱 ; 温度 过 高 ，mTG 容易 变性 活力 


降低 。37°C 是 mTG 催化 修饰 的 最 适 温 度 。 
2.2.3 反应 时 间 对 mTG 催化 修饰 Cyt C 的 影响 


BI 


mTG 在 37°C 温度 下 催化 修饰 反应 10 min、20 min、40 min、1h、2h、4h 和 6h， 研 究 


时 间 对 修饰 的 影响 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 
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图 4 反应 时 间 对 mTG 催 化 CBZ-QG-mPEG 修 饰 Cyt C 的 影响 
Figure 4. Effects of reaction time on the PEGylation of Cyt C catalyzed by mTG.. Lane 1: molecular weight marker. 
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2: mTG, 1.0 mg/mL. 3: Cyt C, 4 mg/mL. 4-10: Cyt C 0.5 mg/mL+ mTG 1.0 mg/mL+ CBZ-QG-mPEG 5.6 mg/mL, 
temperature 37°C, pH 8.0, reaction time 10 min, 20 min, 40 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, respectively. 


如 图 4 所 示 ，mTG 催化 修饰 反应 ， 随 着 反应 时 间 的 延长 ，PEG 修饰 的 Cyt C 逐渐 增加 ， 
剩余 的 Cyt C 逐渐 减少 。 反 应 时 间 在 2h 以 上 时 ， 时 间 增 加 一 倍 h) 或 者 两 倍 (6 h)，Cyt 
C 的 修饰 转化 率 变化 并 不 显著 ， 而 且 延 长 时 间 会 导致 变性 和 蛋白质 的 增多 。 因 此 ， 综 合 提高 修 
饰 转化 率 和 缩短 反应 时 间 的 考虑 ， 确 定 反 应 时 间 为 2 h。 

2.2.4 pH 值 对 mTG 催化 CBZ-QG-mPEG 修饰 Cyt C 的 影响 

mTG 在 37°C 温度 下 催化 修饰 反应 2h， 反 应 体系 的 pH 值 在 4-9 范围 内 改变 ， 研 究 pH 值 

对 修饰 反应 的 影响 ， 结 果 如 图 5 所 示 。 
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图 5 PH 值 对 mTCG 催 化 Cyf C 修 饰 的 影响 
Figure 5 Effects of buffer pH on the PEGylation of Cyt C catalyzed by mTG. Lane 1: molecular weight marker. 2: 
Cyt C, 4mg/mL. 3: MTG, 1.0 mg/mL. 4-7: Cyt C 0.5 mg/mL+ mTG 1.0 mg/mL+ CBZ-QG-mPEG 5.6 mg/mL, reaction 
time 2 h, temperature 370C, buffer pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, respectively. 


如 图 5 所 示 ，pH 值 对 mTG 的 催化 反应 影响 显著 。 随 着 反应 pH 值 的 升 高 ，PEG 修饰 转 
化 率 逐 渐 提 高 ， 尤 其 是 pH8.0 时 mTG 催化 修饰 Cyt C 转化 率 最 高 。 溶 液 pH 值 会 影响 底 物 及 
酶 活性 部 位 上 基 团 的 解 离 ， 从 而 影响 酶 与 底 物 的 结合 ， 最 终 影响 酶 活性 的 表达 。 因 此 ， 选 择 
溶液 pH 值 8.0。 

综 上 考虑 ， 最 佳 修饰 反应 条 件 为 ，1 mg/mL 的 mTG, 37°C 温度 下 ，pH 值 8.0 的 溶液 中 ， 
催化 修饰 反应 2 he 
2.4 酶 法 和 化 学 法 PEG 修饰 Cyt C 的 比较 

化 学 法 PEG 修 饰 CytC 采 用 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 -琥珀 酰 亚 胺 基 丙 酸 酯 (mPEG-SPA) 作为 活 
化 的 修饰 剂 修饰 CytC， 然 后 进行 SDS-PAGE 分 析 比 较 酶 法 和 化 学 法 PEG 修 饰 CytC 的 差别 ， 结 
果 如 图 6 所 示 。 
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图 6 化 学 法 和 酶 法 修饰 Cyt C 的 比较 
Figure 6. Image of the SDS-PAGE for the comparison of enzymatic and chemical PEGylation of Cyt C. Lane 1: 
molecular weight marker. 2: mTG, 1.0 mg/mL. 3: Cyt C, 4.0 mg/mL. 4: the enzymatic PEGylation of Cyt C, CBZ- 
QG-mPEG 5.6 mg/mL, Cyt C 0.5 mg/mL, MTG 0.5 mg/mL, 37°C, 2h. 5: the chemical PEGylation of Cyt C, mPEG- 
SPA 11.2 mg/mL, Cyt C 1.0 mg/mL, 37°C , 2h. 


从 图 6 中 可 以 看 出 ， 酶 法 催化 修饰 反应 2h 后 ，Cyt C 的 条 带 消 失 ， 只 有 一 个 新 的 产物 条 带 
产生 《如 Lane 4 所 示 ) ， 说 明 修 饰 产物 只 有 一 种 。 而 化 学 法 修饰 反应 2 h 后 ，Cyt C 的 条 带 消失 ， 
但 是 在 分 离 胶 的 顶端 产生 了 一 个 很 宽 的 产物 条 带 《〈 如 Lane 5 所 示 ) ， 说 明 Cyt C 中 有 多 个 Lys 
残 基 位 点 与 nPEG-SPA 反 应 ， 导 致 修饰 Cyt C 的 分 子 量 与 Cyt C 相 比 大 大 提高 ， 而 且 产 生 了 不 同 
修饰 度 的 不 均一 修饰 产物 。 与 化 学 法 相 比 ， 很 明显 可 以 看 出 ，mTG 催 化 的 修饰 反应 的 优势 是 
修饰 位 点 的 高 特异 性 和 产物 的 均一 性 。 

2.5 修饰 Cyt C 的 性 质 

测定 了 PEG 修饰 后 CytC 的 活力 、 稳 定性 等 ， 并 分 别 与 天 然 CytC 比较 。 
2.5.1 PEG 修饰 对 CytC 活力 的 影响 

传统 的 化 学 法 修饰 是 对 香 白 质 分 子 中 多 个 赖 氨 酸 残 基 随机 修饰 PEG， 会 造成 活性 策 白 质 
的 活力 下 降 。 本 研究 采用 酶 法 对 CytC 进行 定点 修饰 ， 通 过 比较 修饰 前 后 CytC 的 活力 变化 可 
以 反映 这 种 修饰 对 其 活力 的 影响 。 

# 1 Cyt C 和 PEG 修饰 Cyt C 的 活力 比较 
Table 1 Activities of CytC and PEGylated CytC 


Relative activity /% 
CytC 100 
Modified CytC 148 +3.3 


从 表 1 中 可 以 看 出 ， 修 饰 后 CytC 的 活力 没有 降低 ， 反 而 会 大 大 提高 。 说 明 酶 法 对 Cyt C 
特定 位 点 赖 氨 酸 残 基 的 定点 修饰 不 影响 其 活性 的 表达 。 另 外 ，PEG 的 两 亲 性 使 得 TMB 分 子 
更 容易 通过 扩散 作用 进入 Cyt C 活性 中 心 的 底 物 结合 位 点 ， 使 其 催化 速度 提高 。 

2.5.2 PEG 修饰 CytC 的 热 稳 定性 


中 国生 物 工程 杂志 China Biotechnology 


一 般 ， 大 分 子 修饰 后 ， 蛋 白质 的 稳定 性 会 有 改善 。PEG 修饰 后 的 CytC 在 各 17-67°C 温度 
下 保温 处 理 ， 测 定 其 热 稳定 性 ， 结 果 如 图 7 所 示 。 
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图 7 PEG 修 饰 Cyt C 的 热 稳定 性 
Figure 7 Thermal stability of PEGylated Cyt C. 


从 图 7 中 可 以 看 出 ， 热 处 理 后 ， 修 饰 Cyt C 的 残余 活力 比较 高 ， 与 天 然 Cyt C 相 比 ， 修 饰 
后 Cyt C 的 热 稳定 性 有 所 提高 。 这 种 提高 可 能 是 由 于 PEG 长 链 与 Cyt C 共 价 结合 后 ， 长 链 分 
TEHE Cyt C 表面 ， 减 少 了 热 变性 作用 。 
2.5.3 PEG 修饰 CytC 的 酸 碱 稳定 性 

PEG 修饰 后 的 CytC 在 pH4-9 的 缓冲 溶液 中 漫 泡 处 理 3 h， 测 定 其 酸 碱 稳定 性 ， 结 果 如 
8 所 示 。 
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图 8 PEG 修 饰 Cyt C 的 酸 碱 稳定 性 
Fig.8 PH stability of PEGylated Cyt C 


从 图 8 中 可 以 看 出 ， 修 饰 CytC 经 缓冲 溶液 处 理 3h 后 ， 残 余 活 力 比 未 修饰 的 CytC 要 
说 明 CytC 经 过 PEG 的 修饰 后 pH 耐 受 性 有 明显 的 提高 。 


mI} 


3 结论 
mTG 不 能 催化 mPEG-NH2 修饰 Cyt C 分 子 ， 但 mPEG-NH2 末端 引入 CBZ-QG 后 生成 的 
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CBZ-QG-mPEG， 可 以 作为 mTG 的 酰基 供 体 ， 在 mTG 的 催化 作用 下 ， 与 Cyt C 的 赖 氮 酸 残 


基 的 氮 基 发 生 共 价 结合 ， 而 且 基于 mTG 的 底 物 特异 性 实现 了 PEG 定点 修饰 Cyt C。 酶 法 催化 


PEG 修饰 Cyt C 只 产生 单一 产物 ， 而 化 学 法 PEG 修饰 Cyt C 产物 复杂 ， 是 多 种 多 点 修饰 产物 
的 混合 物 。 谷 胺 酰胺 转 胺 酶 催化 修饰 法 解决 了 蛋白 质 Lys 残 基 难 以 定点 修饰 的 难题 ， 拓 展 了 
mTG 在 香 白 质 修饰 方面 的 应 用 。 
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